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論文内容要旨
 【目的】
 VIP(VasoactiveIntestinalPeptide)は,当初腸管より単離されたが,腸管だけでなく全身
 に分布し,その生理作用は多岐にわたる。VIPは膵灌流実験でインスリン分泌を促進すること,
 また免疫組織染色で膵臓の神経内に見出されることから,VIPは膵ランゲルハンス島の機能を
 制御する神経伝達物質としての可能性が示唆されてきた。そこでヒトVIP遺伝子導入トランス
 ジェニックマウスを作製・解析することにより,VIPが生体において実際どのように膵ランゲル
 ハンス島のインスリン分泌,全身の血糖調節に対して影響を与えるかを明らかにするため本研究
 を行った。
 【方法彊
 (1)トランスジェニックマウス(TGマウス)の作製
 ヒトVIP遺伝子を膵β細胞において特異的に発現させるためインスリンプロモーター
 (0.7kb)の下流にヒトVIP遺伝子全長を連結し,インスリン/ヒトVIP融合遺伝子を作製した。
 このDNA断片(10.5kb)をマウス受精卵雄性前核に顕微注入し,その受精卵を偽妊娠マウスの
 卵管に移植しTGマウスを作製した。
 (2)サザン・ノーザンブロット解析
 マウスよりゲノムDNA及び膵臓totalRNAを抽出し,ヒトVIPcDNAをプローブとしてサ
 ザンプロット解析及びノーザンブロット解析を行った。
 (3)膵臓の免疫組織染色
 マウスの膵臓をホルマリン固定した後,VIP抗体,PHM-27抗体,インスリン抗体を一次抗体
 として,avidin-biotinperoxidase法により免疫組織染色を行った。
 (4)単離膵ランゲルハンス島からのVIP・インスリン分泌の測定
 マウスの膵臓よりコラゲナーゼ法により単離した100個のランゲルハンス島を,16.7mMグル
 コース含有のRPMI1640/10%ウシ胎児血清中で培養し,経時的に培地中に分泌されたVIP及
 びインスリンをラジオイムノアッセイ法にて測定した。
 (5)糖負荷試験
 マウスを12時間絶食させた後,体重1g当たり2mgのグルコースを腹腔内に投与し糖負荷を
 行い,経時的に採血しグルコメーター(AccuckekH)を用いて血糖値を測定した。
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 ζ結果】
 得られた3系列のTGマウスのサザンプロット解析にて,それぞれ8,26,4コピーのインス
 リン/ヒトVIP融合遺伝子の導入が認められた。ノーザンブロット解析においては,3ストレイ
 ンすべてで膵におけるヒトVIPmRNAの発現が認められた。
 コントロールの膵臓の免疫組織染色では,VIP抗体によって神経線維や神経節は染色された
 が膵ランゲルハンス島自身は染色されなかった。これに対しTGマウスでは導入遺伝子により産
 生されたVIP及びPHM-27が検出された。また,マウスの単離膵ランゲルハンス島を用いた実
 験(16.7mMグルコース下)にて,コントロールの膵ランゲルハンス島からのVIP分泌は認め
 られないが,TGマウスの膵ランゲルハンス島からはグルコース依存性VIP分泌(100.2±26.9
 fmo1/100islets。h)が認められた。
 空腹時の血糖値はTGマウスとコントロールで有意差を認めないものの,随意摂食時において
 は,コントロール(155±6㎎/dl)に比較しTGマウス(128±4㎎/d1)では有意に(p<o.oo1)
 低値を示した。糖負荷試験を行うと,TGマウスの血糖値は30分～120分値でコントロールに比
 べ有意に低値を示した。特に60分値においてはコントロール(175±13㎎/d1)に比較し,TG
 マウス(128±4㎎/d1)は有意(p<0.001)に低値を示した。
 糖負荷試験の各点においてマウスから血清を採取しインスリン値を測定すると,糖負荷15分
 後において,コントロールに比べTGマウスのインスリン値は2.5～3倍という有意に
 (p<0.05)高いインスリン値を示した。次に70%膵切除マウスを作製し糖負荷試験を行うと,90
 分値以降でコントロールに比較しTGマウスの血糖値は有意に(p<0.05)低値を示し,70%膵
 切除による耐糖能の低下もTGマウスにおいて軽減されていた。
監結語還
 本研究では初めてヒトVIP遺伝子を膵ランゲルハンスβ細胞で過剰発現するTGマウスを作
 製した。本研究の結果から,VIP・PHM-27により高濃度グルコース刺激時のインスリン分泌
 反応の増強が招来され,それにより耐糖能の改善がもたらされることが初めて明らかにされた。
 従ってVIP局所投与だけでなくVIP遺伝子導入による糖尿病治療の可能性が考えられた。
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 審査結果の要旨
 VIP(VasoactiveIn七estinalPeptide)は28個のアミノ酸よりなるペプチドであるが,近年
 膵臓内神経にも見出され,膵ランゲルハンス島の機能を抑制する神経伝達物質としての可能性が
 示唆されてきた。これまでVIPが実際に生体においてどのように膵ランゲルハンス島β細胞に
 作用して血糖を制御しているかは不明であった。そこで著者は,近年著しい進歩を遂げている発
 生工学技術を用い,ヒトVIP/PHM-27遺伝子を膵ランゲルハンス島で過剰発現するトランスジェ
 ニック(遺伝子導入)マウスを作製し解析を行った。
 本研究で著者は,インスリンプロモーターに接続したヒトVIP/PHM-27遺伝子をマウス受精
 卵雄前核にマイクロインジェクションすることによって3系列のトランスジェニックマウスを作
 製した。そしてトランスジェニックマウスの膵ランゲルハンス島β細胞において,VIP及び
 PHM-27が産生されていることを明らかにした。トランスジェニックマウスとコントロールの血
 糖値を測定したところ空腹時の血糖値は両者に有意差を認めないものの,随意接触時においては
 コントロールに比較して,トランスジェニックマウスでは有意に低値を示すという非常に興味
 ある結果を得ている。さらに,糖負荷試験においては,トランスジェニックマウスの血糖値は30
 分～120分値でコントロールに比べ有意に低値を示すことが明らかとなった。そして,血清イン
 スリン値を測定することによって,トランスジェニックマウスのインスリン分泌がコントロール
 に比べ高まっていることを証明している。
 外科的糖尿病マウス作製実験においても,コントロールに比較してトランスジェニックマウス
 の血糖値は有意に低値を示しており,膵切除による耐糖能の低下はトランスジェニックマウスに
 おいて軽減されていることを明らかにしている。
 このように本研究ではヒトVIP遺伝子を膵ランゲルハンスβ細胞で過剰発現するトランスジェ
 ニックマウスを初めて作製し,解析を行った結果,生体においてVIP及びPHM-27により高濃
 度グルコース刺激時のインスリン分泌反応の増強が招来され,それにより耐糖能の改善がもたら
 されるという極めて重要な知見が明らかにされた。従って本研究により,VIP局所投与だけでな
 くVIP遺伝子導入による糖尿病遺伝子治療への道が開かれたと考えられる。
 以上,本研究により得られた知見は学位論文に値するのみならず医学・生物学上極めて重要な
 ものである。
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